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【1. Rab13 Conditional Knockout Mouse の作製】 
リンパ球は、常に全身を移動しながら病原微生物などの外敵の侵入を見張って
おり、見つけ次第速やかに侵入場所へ遊走して、それを排除する。リンパ球の
遊走には、ケモカイン刺激後に生じる Rap1-RAPL-Mst1 シグナルによって細胞
の形態変化および先端膜での LFA-1 クラスター形成が誘導される必要があるが、
その詳細な分子機構は解明されていない。本研究は、インテグリンを介する接
着・遊走に重要であると思われる Rab13 を欠損させた Rab13 conditional 
knockout mouse を作製し、免疫細胞の生体内移動における Rab13 の役割を検
討することを目的としている。Rab13 conditional knockout mouse を作製する
にあたって、Rab13遺伝子の 8 個のエクソン、loxP 配列、neomycin 耐性遺伝
子、FRT 配列、DT-A を含む targeting vector を作製した。この targeting vector
を ES 細胞へ導入し、マウスへインジェクションを行いトランスジェニックマウ
スの作製を進めた。ES 細胞での相同組換え及びトランスジェニックマウスの検
定にはサザンブロッティングと PCR を用いた。サザンブロッティングと PCR
を行い、相同組換えによってマウスの両アレルに targeting vector の配列が組み
込まれたホモマウス（flox/flox）の作製に成功したことを確認した。現在 flox/flox
ホモマウスと CD4-Cre マウスを交配させている段階である。今後生まれてくる
マウスの検定を行い、Rab13 conditional knockout mouse を作製し解析を進め
ていく必要がある。 
【2. ラマン分光法による骨芽細胞分化のモニタリング】 
ラマン分光法は試料にレーザー光を照射し、散乱光の波長シフトから分子の構
造や組成を分析できる手法であり、非破壊的で迅速な分子測定法として近年注
目が集まっている。特に医学や生物学の分野においては無侵襲であることが極
めて重要であり、ラマン分光法は迅速かつ客観的な測定法としての応用が期待
されている。本研究はこのラマン分光法を用いて骨芽細胞から骨細胞への分化
過程をモニタリングすることを目指し、培養細胞レベルで基礎的な実験データ
の蓄積・解析を目的としている。本研究では次のような角度から、ラマン分光
法を用いて分化過程のモニタリングに有用であるかを確認した。まずマウスの
胎児から摘出した頭蓋骨から遊走してくる骨芽細胞を回収し、培養した。この
培養細胞に BMP-2、ascorbic acid、β-glycerophosphate 等の分化誘導剤を加
えて骨細胞へと分化する過程で石灰化形成を起こした細胞に対しラマン分光法
による測定を行った。その結果、分化誘導をかけていないサンプルとかけたサ
ンプル間で明確な違いをリン酸に帰属される 960cm-1付近のピークによって確
認することができた。また、コントロール細胞の細胞質を測定した結果では、
グリコーゲンによるものと思われるバンドが検出された。これらの結果より、
さらにサンプルデータを積み重ねることで、ラマン分光法が骨芽細胞の骨細胞
へ分化する過程をモニタリングする有用なツールとして成り得ることが示唆さ
れた。 
